Cancer metabolism in space and time: Beyond the Warburg effect by Danhier, Pierre et al.
UN
CO
RR
EC
TE
D 
PR
OO
F
BBA ­ Bioenergetics xxx (2017) xxx­xxx
Contents lists available at ScienceDirect
BBA ­ Bioenergetics
journal homepage: www.elsevier.com
Cancer metabolism in space and time: Beyond the Warburg effect
Pierre Danhier , Piotr Bański , Valéry L Payen , Debora Grasso , Luigi Ippolito , Pierre Sonveaux ,
Paolo E Porporato
a Pole of Pharmacology a Therapeutics, Institut de Recherche Expérimentale et Clinique (IREC), Université catholique de Louvain (UCL), Avenue Emmanuel Mounier 52 box
B1.53.09, 1200 Brussels, Belgium
b  Louvain Drug Research Institute (LDRI), Université catholique de Louvain (UCL), Avenue Emmanuel Mounier 73 box B1.73.08, 1200 Brussels, Belgium
c Department of Experimental and Clinical Biomedical Sciences, University of Florence, Viale Morgagni 50, Florence, Italy
d Department of Molecular Biotechnology and Health Sciences, University of Turin Torino, Via Nizza 52, Italy
A R T I C L E   I N F O
Article history:
Received 31 October 2016
Received in revised form 19 January
2017
Accepted 2 February 2017
Available online xxx
Keywords:
Can cer
Me tab o lism
Mi to chon dria
Het ero gene ity
Metas ta sis
A B S T R A C T
Al tered me tab o lism in can cer cells is piv otal for tu mor growth, most no tably by pro vid ing en ergy, re duc ing equiv a lents
and build ing blocks while sev eral metabo lites ex ert a sig nal ing func tion pro mot ing tu mor growth and  pro gres sion.  A
can cer tis sue can not be sim ply re duced to a bulk of pro lif er at ing cells. Tu mors are  in deed com plex and dy namic struc ­
tures where sin gle cells can het ero ge neously per form var i ous bi o log i cal ac tiv i ties with dif fer ent meta bolic re quire ments.
Be cause tu mors are com posed of dif fer ent types of cells with meta bolic ac tiv i ties af fected by dif fer ent spa tial and tem ­
po ral con texts, it is im por tant to ad dress me tab o lism tak ing into ac count cel lu lar and bi o log i cal het ero gene ity. In  this re ­
view, we de scribe this het ero gene ity also in meta bolic fluxes,  thus show ing the rel a tive con tri bu tion of dif fer ent meta ­
bolic ac tiv i ties to tu mor pro gres sion ac cord ing to the cel lu lar con text. This ar ti cle is part of a Spe cial Is sue en ti tled Res ­
pi ra tory com plex I, edited by Giuseppe Gas parre, Ro drigue Rossig nol and Pierre Son veaux.
© 2016 Published by Elsevier Ltd.
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1;  HU VEC,  hu man  um bil i cal  vein  en dothe lial  cell;  IFN­γ,  in ter feron  gamma;
LDH,  lac tate  de hy dro ge nase;  MEF,  murine  em bry onic  fi brob last;  MET,  mes ­
enchy mal  to  ep ithe lial  tran si tion;  MRI,  mag netic  res o nance  imag ing;
mTORC1, mam malian  tar get of  ra pamycin com plex  1;  NSCLC,  non­small  cell
lung can cer; OX PHOS, ox ida tive phos pho ry la tion; PDAC, pan cre atic duc tal ade ­
no car ci noma; PHD, pro lyl hy drox y lase; pHe, ex tra cel lu lar pH;  pHi,  in tra cel lu lar
pH; PK, pyru vate ki nase; PPP, pen tose phos phate path way; REDD1, reg u lated  in
de vel op ment and DNA  dam age  re sponse  1;  RhoA,  Ras  ho molog  gene  fam ily,
mem ber A; ROS, re ac tive  oxy gen  species;  SASP,  senes cence­as so ci ated  se cre ­
tory phe no type; SCO2, syn the sis  of  cy tochrome  ox i dase  2;  SGK­1,  serum  and
glu co cor ti coid­reg u lated  ki nase­1  Sirt1,  sir tuin  1;  TAM,  tu mor­as so ci ated
macrophage;  TIGAR,  TP53­in duced  gly col y sis  and  apop to sis  reg u la tor;
TSC2,  tuber ous  scle ro sis  2;  VDAC,  volt age­de pen dent  an ion  chan nel;
VEGF,  vas cu lar  en dothe lial  growth  fac tor;  ZEB,  Zinc  fin ger  E­box­bind ing
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1.  Introduction
The no tion that can cer  cells  har bor  a  dif fer ent  meta bolic  pro file
with re spect to so matic cells dates back to the sem i nal ob ser va tion by
Otto  War burg  al most  100  years  ago  on  glu cose  me tab o lism  [1].
While glu cose con sump tion in  nor mal  cells  is  re frained  by  en ergy­
rich metabo lites pro duced in the pres ence of oxy gen, a phe nom e non
known as the Pas teur Ef fect, War burg re ported that can cer cells  be ­
have dif fer ently. In deed, by com par ing can cer ous and nor mal tis sues,
he found that can cer cells are able to main tain a high rate of gly col y ­
sis, thus con vert ing glu cose to lac tate at high speed, even in the pres ­
ence  of  oxy gen,  a  phe nom e non  known  as  ‘aer o bic  gly col y sis’  that
has also been termed the ‘War burg ef fect’ [2,3]. This ob ser va tion is
at the ba sis of [ F]­flu o rodeoxyglu cose­positron  emis sion  to mog ra ­
phy (FDG­PET) scans of tu mors, which al lows to de tect a tu mor tis ­
sue  be cause  of  its  gen er ally  high  avid ity  for  the  glu cose  ana logue
FDG. An other metabo lite that has been iden ti fied as be ing im por tant
for tu mor growth is glu t a mine, which is piv otal for bio mass pro duc ­
tion, most no tably as a ni tro gen donor [4]. Nev er the less, it  is overly
re duc tive to as sume that can cer me tab o lism can be sum ma rized as an
up reg u la tion  of  glu cose  and  glu t a mine me tab o lism  for  en ergy  pro ­
duc tion. (See Figs. 1–3.)
As will be de tailed here after, our un der stand ing of can cer cell me ­
tab o lism  dras ti cally  ad vanced  in  the  re cent  years.  De spite  the  key
roles of aer o bic gly col y sis and glu t a mine me tab o lism in fos ter ing tu ­
mor growth, sev eral other  meta bolic  path ways  have  been  iden ti fied
and char ac ter ized in can cer. Con se quently, it  is no longer ten able to
claim that  al ter ations  of  can cer  me tab o lism  can  be  sim ply  sum ma ­
rized  as  ac cel er ated  gly col y sis  and  glu t a minol y sis.  Sev eral  fac tors
con tribute to such com plex ity: (i) the per fu sion of a tu mor is not op ti ­
mal, thus the de liv ery of nu tri ents is of ten in suf fi cient for can cer cells
to rely on few meta bolic fu els; (ii) in ad di tion to can cer cells, dif fer ­
ent cel lu lar pop u la tions  con tribute  to  the  tu mor  tis sue,  defin ing  the
tu mor stroma; (iii) can cer cells pre sent a va ri ety of mu ta tional back ­
grounds mak ing them het ero ge neous; (iv) dif fer ent ac tiv i ties are per
formed by can cer cells at dif fer ent times, rang ing from pro lif er a tion,
to dor mancy and in va sion. It  is thus re duc tive and even in cor rect  to
pic ture  can cer  me tab o lism  uni di men sion ally  as  a  meta bol i cally  ho ­
moge nous en tity. On the con trary, one must study tu mor me tab o lism
as be ing het ero ge neous, both in space and in time.
From the spa tial stand point, dif fer ent tu mor ar eas pre sent var i ous
de grees of per fu sion, im mune in fil tra tion and clonal  evo lu tion.  This
over all com plex ity re sults in the de vel op ment of dif fer ent meta bolic
adap ta tions, such as meta bolic sym bio sis [5,6], re lated to a co op er a ­
tion be tween can cer cells with dif fer ent meta bolic needs and adap ta ­
tion to  lim ited  per fu sion  and  aci do sis  [7,8].  This  meta bolic  het ero ­
gene ity  is  also mir rored  by  the  bi o log i cal  het ero gene ity  of  tu mors,
where cells will have di verse meta bolic re quire ments ac cord ing to the
spe cific  bi o log i cal  ac tiv ity  oc cur ring  in  that  par tic u lar  area,  e.g.
whether it is at the in va sive front or close to the necrotic core, or in ­
ter act ing  with  spe cific  stro mal  pop u la tion. Meta bolic  het ero gene ity
can also be in ter preted in time, as can cer cells adapt their meta bolic
ac tiv i ties  ac cord ing  to  spe cific  re quire ments  bound  to  on go ing
processes. A par a dig matic ex am ple of tem po ral in flu ences is metas ta ­
sis  for ma tion,  dur ing  which  can cer  cells  un dergo  se quen tial  meta ­
bolic re pro gram ming ac cord ing to the spe cific steps that are in volved
in the metasta tic process, rang ing from de creased mi to chon dr ial res ­
pi ra tion fol low ing early cell de tach ment [9] to  higher  mi to chon dr ial
oxy gen con sump tion to pro mote mi gra tion and in va sion [10,11].
In this re view we will ad dress this com plex ity by ex plain ing how
sin gle meta bolic al ter ations might dif fer en tially af fect the var i ous ac ­
tiv i ties of a tu mor.
2.  Metabolic contribution to cell proliferation
Nor mal  cells  pro lif er ate  to  sus tain  their  pop u la tion,  and  this
process is lim ited to a de fined num ber of repli ca tion cy cles. Com par ­
a tively, can cer cells are able to repli cate in def i nitely, as they cir cum ­
vent the check­points con trol ling repli ca tion (hence the term neo pla ­
sia: new for ma tion) [12]. A com plex net work of reg u la tion is al tered 
Fig. 1.  Sim pli fied ver sion of meta bolic path ways lead ing to the pro duc tion of meta bolic in ter me di ates re quired for cel lu lar growth. P53 and HIF­1 act as piv otal  reg u la tors  lead ing
to reg u la tion of gly col y sis (pos i tive and neg a tive re spec tively). Mi to chon dria stand at the cross­road be tween en ergy me tab o lism and sig nal ing  reg u la tion act ing both as a cel lu lar
“fac tory” and sig nalling or ganelle by reg u lat ing the avail abil ity of var i ous fac tors, e.g. ROS, Ca , cy tochrome C, ATP and NAD .
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Fig. 2.  Me tab o lism in tran sit. Can cer cells un dergo spe cific and mul ti ple meta bolic al ter ations ac cord ing to the spe cific spa tio­tem po ral step they are lo cated,  from ini tial EMT (ep ­
ithe lial­to­mes enchy mal tran si tion) to fi nal suc cess ful metasta tic col o niza tion. The dif fer ent meta bolic al ter ations  iden ti fied at dif fer ent steps sup port  the no tion  that  the  in vad ing
can cer cell needs the ac qui si tion of dif fer ent prop er ties at dif fer ent steps. The up turned ar row in di cates an in crease of the meta bolic path way in di cated, while for pHi means  in tra cel ­
lu lar al ka line pH. The down turned ar row in di cates the op po site, i.e. the pos i tive ef fect on metas ta sis of the down reg u la tion of the in di cated path way or,  for pHe,  the acid i fi ca tion of
ex tra cel lu lar pH.
in  or der  to  al low  can cer  cells  to  pro lif er ate  at  a  high  rate  even  in
harsh  con di tions  (i.e.,  nu tri ent  and  oxy gen  lim i ta tion,  im mune  at ­
tack).  In  or der  to  de velop  this  par tic u lar  set  of  skills,  can cer  cells
need to al ter spe cific meta bolic path ways [13].
In or der to pro lif er ate, a can cer cell must gen er ate a bio mass suf fi ­
cient to sus tain both daugh ter cells pro duced dur ing di vi sion. Pro lif ­
er at ing cells there fore need to gather high lev els of lipids, nu cleotides
and amino acids. Cells can pro duce this bio mass by us ing pre cur sors
and prod ucts of the TCA (tri car boxylic  acid)  cy cle.  This  leads  to  a
sit u a tion where more ATP is  used  and  cat a plero sis  pro vides  a  con ­
stant out flow of in ter me di ates [14,15]. In deed, cat a plero sis in pro lif ­
er at ing cells is ob serv able with the syn the sis of lipids that are mainly
de rived from glu cose [13,16]. A con stant sup ply  of  lipids  is  in deed
nec es sary for mem brane pro duc tion [13]. In hematopoi etic cells, glu ­
cose  con ver sion  to  lipids  is  reg u lated  by  cy tokines  and  the  PI3K/ 
AKT sig nal ing path way. In  these  cells,  IL­3­me di ated  ac ti va tion  of
PI3K/ AKT sig nal ing is con sid ered to be nec es sary and suf fi cient for
the con ver sion of glu cose to lipids [17]. More over, cit rate orig i nat ing
from mi to chon dria is an im por tant pre cur sor of li po ge n e sis in the cy ­
tosol.
Ac cord ingly,  ACL  and  FAS  are  nec es sary  for  cell  pro lif er a tion
and are in duced both in can cer cells and in pro lif er at ing hematopoi ­
etic cells [15]. While ACL cleaves cit rate to pro duce acetyl­CoA and
ox aloac etate, FAS gen er ates palmi tate from acetyl­CoA and mal onyl­
CoA [18,19]. ACL is a ho mote trameric en zyme lo cated in the  cy to ­
plasm. It is ATP­de pen dent and ac ti vated by AKT [20]. Sev eral stud ­
ies have sug gested that in hi bi tion of ACL [17,21] and fatty acid syn ­
the sis  [22,23]  can  limit  tu mori ge n e sis.  More  par tic u larly,  sta ble
knock down of ACL in var i ous can cer ous cells was shown to sig nif i ­
cantly re duce glu cose­de pen dent lipid  syn the sis,  caused  an  in crease
in the mi to chon dr ial mem brane po ten tial and re duced  cell  pro lif er a ­
tion, ul ti mately lim it ing tu mor growth in vivo [21]. Of note, the pro ­
duc tion of cho les terol from cit rate is also im por tant for cell pro lif er a ­
tion. It is pro por tional to the rate of cit rate ef flux from mi to chon dria 
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Fig. 3.  Cel lu lar and meta bolic het ero gene ity of tu mor. Can cer cells es tab lish dif fer ent in ter ac tions with dif fer ent stro mal cells or within dif fer ent can cer cells sub pop u la tions,  these
in ter ac tions are dri ven by cer tain metabo lites (e.g. lac tate), nu tri ent avail abil ity (es pe cially glu cose and oxy gen) or growth fac tors and cy tokines such as  IL­8. The ef fects of  these
re la tion ships are di verse: from the bi o log i cal hi jack ing (re pro gram ming im mune cells) to  the meta bolic sym bio sis  (be tween ox ida tive and gly colytic can cer cells), up  to  the meta ­
bolic par a sitism (pro mot ing lipol y sis and au tophagy). Dur ing the meta bolic sym bio sis gly colytic can cer cells (in green) or other cell  types  fu els ox ida tive can cer cells  (in  red) with
lac tate and other metabo lites, thus spar ing glu cose from the blood stream (green ar row) for the gly colytic (and hy poxic) com part ment.  (For  in ter pre ta tion of  the  ref er ences  to colour
in this fig ure leg end, the reader is re ferred to the web ver sion of this ar ti cle.)
and  in versely  pro por tional  to  cit rate­stim u lated  res pi ra tion  [24,25].
He patoma cells and other ma lig nant tu mor types are char ac ter ized by
a de fec tive neg a tive feed back loop in cho les tero ge n e sis [15].
Anaplero sis en com passes processes that al low the biosyn the sis of
fatty acids, glu cose and non­es sen tial fatty acids  from  in ter me di ates
of TCA cy cle. The re plen ish ment of an ions re moved from the  TCA
cy cle is  nec es sary  to  keep  the  cy cle  ac tive.  The main  en zyme  that
con tributes to  anaplero sis  is  pyru vate  car boxy lase  [14],  which  uses
pyru vate  to  gen er ate  ox aloac etate.  Con versely,  cat a plero sis  en com ­
passes re ac tions that re move 4­ and 5­car bon com pounds from mi to ­
chon dria.  These  com pounds  come  from  the  ca tab o lism  of  amino
acids and they can not be fully ox i dized by the TCA cy cle [14].
Can cer cells that use the TCA cy cle for cat a plero sis re sup ply lost
in ter me di ates  via  anaplero sis,  which  is  cru cial  for  growth  [26].  As
such, anaplero sis is a bet ter in di ca tor of cell growth than a high gly ­
colytic  flux  that  is  not  oblig a to rily  cou pled  to  bio mass  pro duc tion
[15]. Amino acids, in par tic u lar glu t a mine, may also be me tab o lized
for anaplero sis. Glu t a mine is me tab o lized in many dif fer ent path ways
to gen er ate en ergy and bio mass in pro lif er at ing cells [27,28]. Ac cord ­
ingly,  glu t a mine  me tab o lism  can  re place  glu cose  ox i da tion  when
cells per form aer o bic  gly col y sis  [29].  Be cause  glu t a minol y sis  over
laps with a part of the TCA cy cle, it  is gen er ally ac cepted that pro lif ­
er at ing cells use glu t a mine as a source of en ergy [15].
Mam malian cells use sig nal ing path ways for the reg u la tion of nu ­
tri ent up take and the reg u la tion of cell growth and pro lif er a tion [30].
In nor mal con di tions, cells pro duce en ergy via ox ida tive phos pho ry ­
la tion (OX PHOS) and gly col y sis. As de tailed  in  para graph  4,  when
cells  face  nu tri ent  lim i ta tion,  a  sit u a tion  com monly  en coun tered  in
can cer,  they  turn  to  a  self­eat ing  state  called  au tophagy,  through
which they are able to pro duce enough en ergy and bio mass to sus tain
pro lif er a tion [15].
AKT is one of the most im por tant sig nal ing mol e cules con trol ling
cell me tab o lism as it stim u lates glu cose up take and glu cose me tab o ­
lism in can cer cells [31]. It is there fore not sur pris ing that AKT is of ­
ten con sti tu tively ac tive in ma lig nant cells, even if its stim u la tion of
glu cose me tab o lism  is  not  oblig a to rily  as so ci ated  to  in creased  cell
sur vival  and  pro lif er a tion  [32].  As  re viewed  in  ref er ence  [15],  the
PI3K/ AKT/ mTOR path way is con sid ered to be re spon si ble in nor mal
and  can cer  cells  for  the  en hance ment  of  many meta bolic  ac tiv i ties
lead ing to the biosyn the sis of macro mol e cules. In par tic u lar, AKT is
able to in duce the War burg Ef fect in non trans formed and can cer cells
by in creas ing gly colytic lac tate pro duc tion [32–34].  PI3K  and  AKT 
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also stim u late li pogenic gene ex pres sion and lipid syn the sis, whereas
pro tein trans la tion is reg u lated by mTOR [17,35,36].
In ad di tion to AKT, tran scrip tion fac tor hy poxia­ac ti vated fac tor­1
(HIF­1)  pro motes  gly col y sis,  but  not  biosyn the sis  at  the  cel lu lar
level.  Oxy gen­de pen dent  en zymes  of  the  pro lyl hy drox y lase  (PHD)
fam ily con trol the tran scrip tion fac tor HIF­1 [37], re sult ing in HIF­1
ac ti va tion  un der  hy poxia  and,  down stream,  in creased  tran scrip tion
and ex pres sion of gly colytic en zymes and trans porters, in clud ing glu ­
cose trans porters GLUT1 and GLUT3 and lac tate trans porter mono ­
car boxy late trans porter 4 (MCT4) [38,39].
Through its tran scrip tional ef fects and a cas cade of events, HIF­1
in deed  lim its  the  amount  of  gly colytic  car bon  that  en ters  into  the
TCA  cy cle  and  in creases  the  pro duc tion  of  lac tate  from  pyru vate
[40,41].  Al though  nec es sary  for  meta bolic  adap ta tion  to  hy poxia,
HIF­1  ac ti va tion  lim its  the  pro duc tion  of  TCA  cy cle  in ter me di ate
pro duc tion that is nec es sary for biosyn the sis, hence hav ing a lim it ing
ef fect on cell pro lif er a tion [15].
Thus, thanks to HIF­1 and other tran scrip tion fac tors that co op er ­
ate with HIF­1 (such as c­Myc) [42], can cer cells can sus tain ably rely
on a gly colytic me tab o lism in or der to sur vive and pro lif er ate un der
hy poxia.  Nev er the less,  hy poxia  stim u lates  tu mor  growth  ad van tage
also by de creas ing the ac tiv ity of TET (oxy gen­de pen dent ten­eleven
translo ca tion  en zymes)  demethy lases,  lead ing  to  re duced  tran scrip ­
tion of on co sup pres sor genes [43,44]. In deed, se vere hy poxia  (0.5%
O ) de creased the ac tiv ity of TET en zymes in sev eral mouse and hu ­
man cell lines [44]. Loss of hy poxia­in duced TET ac tiv ity in turn led
to the hy per me thy la tion of genes at the pro moter level [44].  Fur ther
in ves ti ga tion is re quired to  de ter mine  the  ex act  con tri bu tion  of  this
newly dis cov ered epi ge netic adap ta tion mech a nism of tu mor hy poxia
in gly col y sis, an gio gen e sis and metas ta sis.
Ac cel er a tion of the gly colytic flux serves the pur poses of en ergy
pro duc tion, biosyn the sis and the pro duc tion  of  re duc ing  equiv a lents
nec es sary  for  cell  di vi sion.  Two  gly colytic  en zymes  have  been
broadly as so ci ated with pro lif er a tion: hex ok i nase 2 (HK2) and pyru ­
vate ki nase M2 (PKM2). While HK2 cat alyzes a  fast  con ver sion  of
glu cose  to  glu cose­6­phos phate,  thus  trap ping  glu cose  in side  cells
[45], the mode of ac tion of PKM2 is more com plex. The PK gene en ­
codes 2 splic ing vari ants, PKM1 and PKM2. While PKM1 is con sti ­
tu tively  ac tive,  PKM2  is  tun able,  be ing  al loster i cally  ac ti vated  by
fac tors such as ser ine [46] and fruc tose 1,6­bis pho s phate (FBP) [47]
and re pressed by ty ro sine phos pho ry la tion [48], ala nine [49], and ox i ­
da tion [50]. Thus, ac tive PKM2 pro motes gly colytic ATP pro duc tion
and in ac tive PKM2 di verts gly colytic in ter me di ates to branched path ­
ways, for ex am ple to the PPP for  nu cleotide  syn the sis  and  the  pro ­
duc tion of NADPH for re ac tive oxy gen species (ROS) detox i fi ca tion
[50].
In the 1950s,  me thodic  analy ses  were  per formed  to  iden tify  the
sources and fate of the bio mass of Es cherichia coli [51–53]. It is only
re cently that an other team ad dressed this is sue in mam malian cells. In
their work, Ho sios et al. [16] quan ti fied the frac tion of cell mass de ­
rived from var i ous nu tri ents.  They  con cluded  that  al though  glu cose
and glu t a mine had the high est and sec ond high est con sump tion rates
dur ing  rapid  cell  pro lif er a tion,  re spec tively,  these  nu tri ents  did  not
con tribute to the car bons used  for  bio mass  pro duc tion.  The  au thors
rather found that amino acids are the main source of car bon in cells,
al though their con sump tion rate is much lower. When study ing non­
small cell lung can cer  lines  H1299  and  A549  (rapidly  pro lif er at ing
hu man cells char ac ter ized by a high rate of aer o bic gly col y sis), glu ­
cose was con sumed at about half the rate of lac tate ex cre tion. When
la belling glu cose with car bon­14, the au thors found that only around 
10% of the  cell  car bon  was  la belled,  al though  car bon  amounted  to
about  50%  of  the  cel lu lar  mass.  In ter est ingly,  a  quar ter  of  glu cose
car bon was used for ri bose pro duc tion and  was  traced  to  DNA  and
RNA. An other 10% of the bio mass was at trib ut able to glu t a mine car ­
bon, and by far its most com mon fate was in cor po ra tion into pro teins.
Fol low ing sim i lar ex per i ments  with mul ti ple  can cer  cell  lines  from
var i ous tis sue ori gins, the au thors con firmed that  these  are  stan dard
re sults when look ing  at  glu cose  and  glu t a mine,  and  con cluded  that
most of the bio mass comes from other sources. In deed, when an a lyz ­
ing var i ous hu man can cer cell lines (from lung, breast, brain tu mors)
and  murine  em bry onic  fi brob last  (MEF)  cells,  they  showed  that
amino acids are the main con trib u tors to the bio mass, pro duc ing ap ­
prox i ma tively be tween 25%  and  40%  of  the  car bon  con tent. When
study ing  non­pro lif er at ing  cells,  re sults  were  more  het ero ge neous,
de pend ing  on  the  cell  type.  Fur ther  ex per i ments  showed  that  more
glu cose­de rived car bon  was  in cor po rated  into  cell  mass  when  cells
were  grown  in  lipid­de pleted medium.  In ter est ingly,  glu t a mine­de ­
rived car bon in cor po ra tion into the  bio mass  was  not  af fected  un der
the same grow ing con di tions, but the in cor po ra tion of glu t a mine car ­
bon into the non­po lar ma te r ial  ap prox i mately  dou bled.  Fi nally,  the
au thors stated that,  if  the as sump tion that cel lu lar  lipids  are  de rived
only from glu cose, glu t a mine and ex tra cel lu lar lipids is true, then up
to 70% of lipid car bon came from the ex tra cel lu lar en vi ron ment, 20%
to  30%  came  from  glu cose  and  about  5%  from  glu t a mine  [16].
Glycine  con sump tion  and  ca tab o lism was  re ported  by  oth ers  to  be
im por tant for fast cell pro lif er a tion [54]. With re spect to nu cleotides,
glu cose con tributed to 60%–80%, glu t a mine to 10%–20% and ser ine
to ap prox i mately 15% of nu cleotide car bon con tent [16]. Of note, the
con sump tion of one mol e cule of glu t a mine can fur ther  pro vide  2  ni 
tro gen  atoms  that  con tribute  to  bio mass  gen er a tion  [54].  Sev eral
amino acids have been iden ti fied as crit i cally in volved in the reg u la ­
tion of cel lu lar pro lif er a tion. Glu t a mine is an im por tant donor of elec ­
trons in the anaplerotic syn the sis of as par tate [55,56]. Through a se ­
ries of bio chem i cal events, glu t a mine in deed leads to the pro duc tion
of α­ke tog lu tarate (AKG), from which as par tate can be pro duced via
both  re duc tive  and  ox ida tive  path ways.  Thus,  in hi bi tion  of  cel lu lar
res pi ra tion, as so ci ated to re duced lev els of elec tron ac cep tors can re ­
sult in as par tate de fi ciency [57]. Con versely, sup ple ment ing res pi ra ­
tion­de fi cient can cer cells with supra­phys i o log i cal lev els of as par tate
can re sume ex po nen tial cel lu lar growth, as shown in the case of cy ­
tochrome  B­mu tated  143B  CytB  hu man  os teosar coma  cells  [57].
These re sults sup port the idea that main tain ing as par tate syn the sis is
a ma jor task of cel lu lar res pi ra tion in pro lif er at ing cells [58]. Oth ers
have shown that sev eral can cer cells are highly de pen dent on the up ­
take of ex oge nous ser ine [59,60], which sug gested the es sen tial role
of ser ine in pro lif er a tion. For in stance, can cer  cells  lack ing  p53  are
not ca pa ble to  cope  with  ser ine  de pri va tion,  rapidly  suf fer ing  from
ox ida tive stress [60]. Sev eral stud ies have also fo cused on the role of
L­argi nine avail abil ity on cell pro lif er a tion [61–63]. The murine em ­
bry onic fi brob last cell line, NIH­3T3, and pri mary hu man der mal fi ­
brob last  show  in creased  pro lif er a tion  when  treated  with  L­argi nine.
GPRC6A, a re cep tor  for  ba sic  amino­acids  like  L­argi nine,  L­ly sine
and  L­or nithine,  ac ti vates  down stream  cel lu lar  path ways  ERK1/ 2,
AKT,  PKA,  and  cAMP  re sponse  el e ment  bind ing  pro tein  (CREB)
[64]. When GPRC6A, ERK1/ 2,  Akt  and  CREB where  in hib ited,  L­
argi nine  in duced  fi brob last  pro lif er a tion  was  blocked  by  dis rupt ing
GPRC6A, ERK1/ 2 and PI3K/ Akt path ways [64]. These re cent analy ­
ses pro vide a bet ter un der stand ing of the rel a tive con tri bu tion of dif ­
fer ent nu tri ents and meta bolic  path ways  to  bio mass  pro duc tion  and
cell pro lif er a tion.
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3.  Metabolic cooperation in cancer
Can cers  are  highly  het ero ge neous  on  a  cel lu lar  as  well  as  on  a
meta bolic level, en com pass ing pop u la tions  of  host  and  can cer  cells
ex posed to dif fer ent mi croen vi ron men tal con di tions. From the cel lu ­
lar stand point, dif fer ent cell types (e.g. en dothe lial cells,  fi brob lasts,
adipocytes  and  im mune  cells)  con sti tut ing  the  tu mor  stroma  con ­
tribute to tu mor growth  and  sur vival.  From  a meta bolic  stand point,
dif fer ent de grees of per fu sion fur ther con tribute to in crease meta bolic
com plex ity. While some can cer cells are close to blood ves sels al low ­
ing them to op er ate OX PHOS, other cells re side  in  ar eas  char ac ter ­
ized by low oxy gen and low nu tri ent bioavail abil ity. When glu cose is
pre sent, hy poxic can cer cells can sur vive and pro lif er ate by switch ing
from an ox ida tive to a more gly colytic me tab o lism cou pled to lac tate
fer men ta tion [65]. Re mov ing al losteric  brakes  in deed  al lows  an  ac ­
cel er a tion  of  the  gly colytic  flux,  pro vid ing  enough  ATP  for  short
term cell sur vival. If hy poxia per sists, oxy gen sens ing sys tems trig ger
tran scrip tion pro grams that fur ther im prove the  gly colytic  rate  [37],
as de scribed in the pre vi ous para graph.
Glu cose is an es sen tial nu tri ent for gly colytic can cer cells and can
be come  a  lim it ing  re source.  Upon  glu cose  star va tion,  can cer  cells
rely on their high meta bolic plas tic ity to ex ploit other re sources orig i ­
nat ing from their mi croen vi ron ment, such as glu t a mine, lipids,  var i ­
ous amino acids and even nearby host and can cer cells that can be en ­
gulfed  to  gen er ate  meta bolic  in ter me di ates  and  pre cur sors  in  the
process  of  cel lu lar  can ni bal ism  [66–68].  Upon  per sis tent  nu tri ent
star va tion, can cer cells can fur ther  sur vive  on  au tophagy,  a  process
by which cells re cy cle dis pens able com po nents (such as pro teins and
or ganelles) for short to medium term sur vival un der star va tion  [69].
If nu tri ent and oxy gen de liv ery re main low, mi croen vi ron men tal for ­
age and au tophagy, how ever, fur ther de crease the avail able re sources.
Ul ti mately, can cer cells die from necro sis.
More  sus tain able  modes  for  nu tri ent  sup ply  and  use  con sist  for
starv ing can cer cells to co op er ate with dis tant can cer cells or, al ter na ­
tively, to ex ploit the meta bolic  ca pa bil i ties  of  host  cells. Meta bolic
co op er a tion be tween can cer cells re lies on meta bolic ex changes that
cre ate win­win re la tion ships, which can re sult in  meta bolic  sym bio ­
sis. Ac cord ingly, in the con text of can cer hy poxia, gly colytic can cer
cells were shown to co op er ate with ox ida tive can cer  cells  by  swap ­
ping lac tate for glu cose [5]. A high gly colytic flux is as so ci ated with
the re lease of lac tate, which, on av er age,  amounts  to  10–40 mM  in
clin i cal tu mors [70]. Lac tate dif fuses along its con cen tra tion gra di ent
from gly colytic tu mor ar eas to wards blood ves sels that clear lac tate.
In the vicin ity of per fused blood ves sels, ox ida tive can cer cells were
found to rely on lac tate pref er en tially to  glu cose  as  a  main  fuel  for
OX PHOS  [71].  Con se quently,  this  meta bolic  pref er ence  was  pro ­
posed to re sult in glu cose spar ing near blood ves sels, thus im prov ing
glu cose  de liv ery  to  dis tant  hy poxic/ gly colytic  tu mor  ar eas.  In  the
sym bio sis, higher glu cose avail abil ity is a meta bolic re ward for gly ­
colytic can cer cells that  con sume  glu cose  and  pro duce  lac tate  [72].
For ox ida tive can cer cells, us ing lac tate pref er en tially to glu cose pro ­
vides a sub tler meta bolic ad van tage. The ox ida tive path way of lac tate
com prises lac tate up take in a process pri mar ily fa cil i tated by MCT1,
a mono car boxy late trans porter  with  a  high  affin ity  for  lac tate  [72],
the con ver sion of lac tate and NAD  to lac tate, NADH and H  by lac ­
tate de hy dro ge nase B (LDHB), and the mi to chon dr ial use of pyru vate
[5] and NADH  (im ported  into mi to chon dria  through  the malate­as ­
par tate  shut tle)  [73].  Im por tantly,  other  au thors  have  re ported  that
LDHB can also re side in the mi to chon dria of some can cer cell lines,
where they would gen er ate pyru vate and NADH  from  lac tate  to  di ­
rectly  fuel  the  TCA  cy cle  and  the  elec tron  trans port  chain,  re spec
tively  [74,75].  The mi to chon dr ial  lo cal iza tion  of  LDHB  would  be
par tic u larly im por tant for  gly colytic  can cer  cells  that  were  re cently
shown to use lac tate de rived from gly col y sis  as  a  mi to chon dr ial  re ­
source to sup port lipid biosyn the sis  [75].  The  ox ida tive  path way  of
lac tate is more con cise and, com par a tively to gly col y sis, does not ne ­
ces si tate ATP in vest ment. But what could be the pri mary  ad van tage
for ox ida tive can cer cells to use lac tate is that pro tons  de rived  from
the LDHB re ac tion in the cy tosol fuel lyso somes, ow ing  to  a  di rect
in ter ac tion  be tween  LDHB  and  V­AT Pase  at  the  sur face  of  these
vesi cles  [76].  Hence,  the  ox ida tive me tab o lism  of  lac tate  pro motes
au tophagy,  which  for  ox ida tive  can cer  cells  on  fast­for ward  meta ­
bolic mode rep re sents an an tiox i dant de fense sys tem that ac tively re ­
cy cles  dam aged/ ox i dized  pro teins  and  or ganelles.  Of  note,  lac tate
also  pro motes  au tophagy  in  gly colytic  can cer  cells,  where  en doge ­
nously pro duced lac tate can be re­ox i dized to pyru vate and NAD  re ­
duced to NADH and H , thus pro vid ing  pro tons  to  lyso somes  [76].
This  path way  would  op ti mize  pro tein  and  or ganelle  re cy cling  for
bioen er getic pur poses, and en sure pH home osta sis of the cy tosol.
A  more  per ni cious  meta bolic  re la tion ship  sup ports  sus tain able
lac tate de liv ery to ox ida tive can cer cells. It  in volves the coop tion of
the meta bolic ac tiv i ties of stro mal cells by ox ida tive can cer cells in a
process that can be viewed as meta bolic en slave ment or com men sal ­
ism.  Res pi ra tion  is  in deed  as so ci ated  with  the  pro duc tion  of  ROS,
among which H O , which has a rel a tively long half­life, can per me ­
ate  mem branes  and  can  reach  nearby  fi brob lasts  where  it  ox i dizes
pro teins in clud ing those in volved in  cel lu lar  res pi ra tion  [77]. When
ex posed to paracrine H O , fi brob lasts un dergo ox ida tive dam age and
switch from an ox ida tive to a more gly colytic me tab o lism, thus pro ­
vid ing  lac tate  and  ke tone  bod ies  to  ox ida tive  can cer  cells  that  use
these fu els to al i ment their own me tab o lism. Com men sal ism  fur ther
in cludes mo bi liz ing lipids from adipocytes and amino acids from host
cells [78]. In deed, re cent work sup ports the hy poth e sis that can cer­as ­
so ci ated fi brob lasts (CAFs) un dergo a cata bolic shift to sup ply tu mor
cells with ke tone bod ies and glu t a mine [79]. For in stance,  Ko  et  al.
[80]  showed  that  au tophagy  in creased  in  fi brob lasts  grown  in  the
pres ence  of MCF7  breast  can cer  cells.  Glu t a mine  se creted  by  au ­
tophagic  fi brob lasts  in  turn  fu eled  the  mi to chon dr ial  ac tiv ity  of
MCF7 can cer cells [79,80]. An other study showed that prostate can ­
cer cells can redi rect the me tab o lism of ad ja cent fi brob lasts to wards a
gly colytic phe no type. The sub se quent re lease of lac tate by fi brob lasts
in turn pro moted prostate tu mor growth [81].
CAFs can also re pro gram can cer cells. Re cent ev i dence points at
the gly colytic en zyme PKM2 in can cer cells as a mas ter reg u la tor of
CAF­in duced meta bolic re pro gram ming. Gi an noni  et  al.  [79,82]  in ­
deed  ob served  that,  af ter  ex po sure  to  con di tioned  CAF  medium,
PKM2 in PC3 prostate can cer cells was ox i dized by ROS as a con se ­
quence of a hy per ac tive mi to chon dr ial me tab o lism and was phos pho ­
ry lated by  Src  ki nase.  Ox i da tion  and  phos pho ry la tion  of  the  ac tive
tetrameric  PKM2  com plex  led  to  its  con ver sion  to  the  less  ac tive
dimeric form, and the PKM2 dimer translo cated to the nu cleus where
it  as so ci ated  with  HIF­1  and  the  tran scrip tional  re pres sor  dif fer en ­
tially ex pressed in chon dro cytes 1 (DEC1). The re sult ing PKM2/ HIF­
1/ DEC1 com plex then pro moted EMT and the ex pres sion of  the  in ­
ward lac tate trans porter MCT1 (mono car boxy late trans porter 1). The
con sec u tive in crease in lac tate up take al lowed fu el ing OX PHOS and
an a bolic path ways in can cer cells [79]. Ex ploita tion of byprod ucts re ­
leased by CAFs, such as lac tate, il lus trates the meta bolic  adap ta tion
of can cer cells to a low­glu cose en vi ron ment.
Lac tate  ex changes  have  been  sub stan ti ated  in  dif fer ent  types  of
can cers  [72,83],  in di cat ing  that  they  con sti tute  a  gen eral  meta bolic
adap ta tion  to  harsh  mi croen vi ron men tal  con di tions.  The  ox ida tive
use of lac tate is not unique to can cer cells and can be found for ex am
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ple in the brain, where as tro cytes fuel neu rons with lac tate [72], and
in the mus cle, where slow­twitch ing fibers use ox ida tively the lac tate
pro duced by fast­twitch ing fibers [84,85]. What is unique to can cers
is that hy poxic can cer cells have lit tle meta bolic op tions and pri mar ­
ily  rely  on  glu cose  for  sur vival,  growth  and  pro lif er a tion.  The  re ­
mark able de pen dency for sur vival of hy poxic/ gly colytic can cer cells
on the meta bolic pref er ences  of  nor moxic/ ox ida tive  ones mo ti vated
the de vel op ment of strate gies aimed to in ter fere with the ex change of
lac tate. Ther a peu tic in ter ven tions could be aimed at in hibit ing MCT4
in  hy poxic  can cer  cell  com part ments  [86],  in hibit ing  MCT1
[5,87–89] and lac tate up take [90,91] in oxy genated/ ox ida tive  can cer
cells, in hibit ing LDHB [76,92] or, pos si bly, in hibit ing the mi to chon ­
dr ial pyru vate car rier in ox ida tive can cer cells  [93].  In  our  opin ion,
fu ture ther a peu tic de vel op ments should aim at tar get ing the ox ida tive
path way of lac tate in can cer cells that re side close to drug­de liv er ing
blood ves sels. In deed, this strat egy has been shown to in di rectly erad ­
i cate hy poxic can cer cells [71], which are oth er wise dif fi cult to treat
with chemother apy  (poor  dif fu sion  of  chemother a peu tic  drugs)  and
ra dio ther apy (poor oxy gena tion).
Al though lac tate per se  fu els  an a bolic  path ways  in  can cer  cells,
lac tate re leased by can cer cells also dri ves the be hav ior of sur round ­
ing cells, most no tably en dothe lial cells. In this con text, Végran et al.
found that lac tate pro duced  by  gly colytic  tu mors  stim u lates  the  au ­
tocrine  NF­κB­IL­8  path way  in  hu man  um bil i cal  vein  en dothe lial
cells (HU VEC) in a MCT1­de pen dent man ner [94]. In ad di tion, ev i ­
dence showed that ex oge nous lac tate ac ti vates HIF­1 in nor moxic en ­
dothe lial cells [95]. Af ter its up take by MCT1, lac tate is in deed ox i ­
dized into  pyru vate  by  LDHB,  and,  when  pro duced  in  the  cy tosol,
pyru vate  out com petes  α­ke tog lu tarate  (the  re quired  co­sub strate)
from PHD, pro mot ing HIF­1α sta bi liza tion. Con se quently, HIF­1 ac ­
ti va tion  trig gers  the  pro duc tion  of  pro­an gio genic  ba sic  fi brob last
growth  fac tor  [95].  More over,  lac tate  treat ment  sig nif i cantly  in ­
creased the ex pres sion of vas cu lar en dothe lial growth fac tor (VEGF)
re cep tor­2,  a  HIF­1­tar get  gene  prod uct  and  a  ma jor  trans ducer  of
VEGF­me di ated an gio gen e sis in en dothe lial cells.
No tably,  other  tu mor  stroma­de rived meta bolic  fu els  have  been
re cently de tected. For ex am ple, stroma­as so ci ated pan cre atic stel late
cells (my ofi brob last­like cells) pro duce non­es sen tial amino acids, in
par tic u lar ala nine that sup port pan cre atic tu mor me tab o lism  [96].  In
an other ex am ple,  adipocytes,  which  are  abun dant  in  the  tu mor mi ­
croen vi ron ment  of  re nal,  breast,  prostate  and  ovar ian  can cers  and
have been for long con sid ered as pas sive by standers to can cer de vel ­
op ment  [97–99],  usu ally  dis play  fewer  lipid  droplets  com pared  to
nor mal adipocytes, sug gest ing that they sup ply fatty acids to  nearby
can cer  cells  [78].  Nie man  et  al.  [99]  showed  that  hu man  omen tal
adipocytes  pro mote  the  in va sion,  mi gra tion  and  metas ta sis  of
SKOV3ip1 hu man ovar ian can cer cells to ward the omen tum. The in ­
crease in can cer ag gres sive ness was me di ated by adipokines, such as
IL­8.  Ad di tional  adipocyte­ovar ian  can cer  cell  co­cul ture  ex per i ­
ments ev i denced that adipocytes can di rectly trans fer lipids to can cer
cells  and,  thereby,  sus tain  their  pro lif er a tion  [99].  This  study  ev i ­
denced that tu mor lipid me tab o lism was not only set by the (epi)ge ­
netic char ac ter is tics of the can cer cells, but also by the lipid avail abil ­
ity in the tu mor mi croen vi ron ment.
Tu mor es cape from the im mune sys tem is an im por tant hall mark
of can cer [100]. Many ex am ples in di cate  that  the  tu mor mi croen vi ­
ron ment dri ves meta bolic changes in im mune cells that al ter the im ­
mune re sponse. De tails on the com plete meta bolic adap ta tions of sev ­
eral im mune cell types are pro vided in ref er ences [101,102]. Re cent
ev i dence shows that im mune cells re pro gram their me tab o lism upon
ac ti va tion. For in stance, naïve T cells rely on fatty acid ox i da tion and
mi to chon dr ial res pi ra tion for  en ergy  pro duc tion. When  ac ti vated,  T 
cells up reg u late gly col y sis to sus tain in ter feron gamma (IFN­γ) pro ­
duc tion [101,103]. An other study showed that glu cose lev els sig nif i ­
cantly de crease when T cells were co­cul tured with lym phoma  cells
[103]. The re sult ing glu cose de pri va tion lim ited the abil ity of T cells
to se crete ef fec tor cy tokines [103]. Im mune cells also shift their me ­
tab o lism  dur ing  can cer  pro gres sion.  Dur ing  the  early  in flam ma tory
phase of can cer, tu mor­as so ci ated macrophages  (TAMs)  are  mainly
gly colytic.  This  meta bolic  phe no type  pro motes  tu mori ge n e sis
through can cer­re lated in flam ma tion,  which  in creases  ge netic  in sta ­
bil ity. In de vel oped tu mors, it has been sug gested that IL­4 pro duced
by  in fil trated  Th2  cells  and  lac tate  se creted  by  can cer  cells  in hibit
gly col y sis  and  up reg u late  OX PHOS  in  im mune  cells  [101].  This
meta bolic  shift  sup ports  im muno sup pres sion  and  tu mor  growth
[101]. In ad di tion, lac tate taken up by TAMs ac ti vates the tran scrip ­
tion  of  VEGF  and  L­argi nine­me tab o liz ing  en zyme  arginase  1
(ARG1) genes through HIF­1α  sta bi liza tion  [102,104,105].  Over ex ­
pres sion of VEGF and ARG1 by TAMs  sus tains  tu mor  growth  and
tis sue re mod el ing [104], as well  as  im mune  es cape  [106].  A  re cent
study also showed that hy poxic TAMs reg u lated tu mor blood ves sel
for ma tion through the mTORC1 in hibitor  REDD1  (reg u lated  in  de ­
vel op ment  and  DNA  dam age  re sponse  1)  over ex pres sion.  REDD1
up reg u la tion in hib ited mTOR,  thereby  block ing  gly col y sis  and  pre ­
vent ing  ex ces sive  an gio gen e sis.  Ge netic  dele tion  of  REDD1  in
TAMs  re stored  gly col y sis  and  led  to  tu mor  ves sel  nor mal iza tion,
which pre vents metas ta sis for ma tion [107].
4.  Metabolic regulation of cancer cell death
Al ter ation in the con trol of cell death con tributes to sev eral hu man
dis eases, no tably can cer [12,108]. There fore, many  stud ies  have  fo ­
cused on de vis ing ways to over come cell death re sis tance  of  can cer
cells. It  is well­known that cell death can oc cur by dif fer ent  mech a ­
nisms,  fur ther  high light ing  the  im por tance  of  this  process  in  tis sue
home osta sis.  The  most  com mon  and  well­de fined  form  of  pro ­
grammed cell death is apop to sis, re sult ing in  the  or ga nized  de struc ­
tion and com plete re moval of the apop totic cell. It is specif i cally trig ­
gered fol low ing de fined (in trin sic or ex trin sic) sig nals by the cell it ­
self,  of ten  re sult ing  from  dam age,  stress  or  con sist ing  a  bar rier
against tu mori ge n e sis (as re viewed in ref er ence [109]). In ad di tion to
apop to sis, var i ous other bi o log i cal processes can lead to cell de struc ­
tion. Anoikis is re lated to apop to sis as it  is a cas pase­de pen dent cell
death mech a nism trig gered by the de tach ment of cells from the ex tra ­
cel lu lar ma trix [9,110,111]. Necro sis, as op posed to the highly reg u ­
lated apop to sis,  is  an  ac ci den tal  death  oc cur ring  spon ta neously  fol ­
low ing  ex ter nal  stresses  that  block  nor mal  phys i o log i cal  processes.
The un or ga nized na ture of this form of death leads to the re lease  of
cel lu lar  de bris  in  the  sur round ing  tis sue  [112].  Senes cence  is  a
process in which cells  en ter  a  form  of  cell­cy cle  ar rest  and  per ma ­
nently lose their abil ity  to  di vide.  Senes cent  cells  can not  be  stim u ­
lated  to  pro lif er ate  by  know  phys i o log i cal  stim uli  [113].  Fi nally,
while it is not only re ferred to as a type of cell death but also as a pro ­
tec tive process, au tophagy is still re lated to cel lu lar vi a bil ity.
Al though many links are still  in di rect and  fur ther  stud ies  are  re ­
quired to un der stand the un der ly ing mol e c u lar mech a nisms, there is a
clear con nec tion be tween me tab o lism and cell death me di ated by var ­
i ous sig nal trans duc tion path ways. In can cer cells, p53 co or di nates a
com mon  cen tral  path way  at  the  cross­road  be tween  cell  death  and
me tab o lism  [114].  p53  is  the most  im por tant  pro­apop totic  pro tein
and  is  mu tated/ in ac ti vated  in  ap prox i mately  50%  of  tu mors  [115].
While p53 has a cen tral role in tu mor sup pres sion, it  is also in volved
in the mod u la tion of can cer me tab o lism. Two well­known tran scrip ­
tional tar gets of p53 reg u lat ing me tab o lism are TP53­in duced gly col
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y sis  and  apop to sis  reg u la tor  (TIGAR)  [116]  and  syn the sis  of  cy ­
tochrome ox i dase 2 (SCO2), a cy tochrome ox i dase 2 (COX2) as sem ­
bly pro tein [117]. While TIGAR de creases the gly colytic flux by de ­
phos pho ry lat ing fruc tose­2,6­bis pho s phate, SCO2  pro motes  elec tron
trans port chain as sem bly and OX PHOS. p53  is  thus  able  to  re press
gly col y sis and to pro mote OX PHOS and fatty acid ox i da tion [114].
Ab nor mal tu mor per fu sion and, con se quently, nu tri ent de pri va tion
im pact on cell death. For in stance, one com mon mi croen vi ron men tal
al ter ation in tu mors is hy poxia, which can act as a sig nal for p53 sta ­
bi liza tion and cell death in duc tion [118]. Also, the meta bolic sta tus of
the cell acts as a sig nal for p53 in duc tion. When cel lu lar ATP lev els
de cline, the re sult ing de crease in the ATP/ ADP ra tio ac ti vates adeno ­
sine monophos phate ki nase (AMPK), and AMPK phos pho ry lates p53
on  ser ine  15,  thus  ini ti at ing  AMPK­de pen dent  cell­cy cle  ar rest
[119,120]. AMPK ac ti va tion acts in most cases as a tu mor sup pres sor
by in duc ing a cell cy cle ar rest and by in hibit ing the syn the sis of most
cel lu lar macro mol e cules. It in hibits mTOR com plex 1 (mTORC1) by
phos pho ry lat ing its up stream reg u la tor tuber ous scle ro sis com plex  2
(TSC2),  which  in hibits  cell  growth  [121].  ATP  lev els  and  AMPK
thus pro vide an im por tant con nec tion be tween p53­me di ated reg u la ­
tion of en ergy me tab o lism and pro grammed cell death [121]. Of note,
adeno sine  sig nal ing  can  fur ther  in duce  apop to sis  by  stim u lat ing
adeno sine re cep tor A2B, which ac ti vates a cas pase­  and  PUMA­de ­
pen dent apop totic re sponse in volv ing a down reg u la tion of anti­apop ­
totic B­cell lym phoma 2 (Bcl­2) pro tein [114].
Mi to chon dria con sti tute an im por tant cross­road be tween me tab o ­
lism and cell death. In spe cific cir cum stances where cells rely on mi ­
to chon dr ial  res pi ra tion  to  cope  with  glu cose  de pri va tion,  tar get ing
OX PHOS has been re ported to in duce cell death  [122].  Be sides  en ­
ergy me tab o lism, mi to chon dria play an es sen tial role in cell sig nal ing
and cell death mod u la tion through apop to sis (most no tably by  reg u ­
lat ing the re lease  of  cy tochrome  C  through  VDAC  [volt age­de pen ­
dent  an ion  chan nel]  and  the  mi to chon dr ial  per me abil ity  tran si tion
pore) and some form of necro sis [123]. Mi to chon dria con trol the in ­
trin sic  apop to sis  path way  through  mi to chon dr ial  outer  mem brane
per me abi liza tion, which  is  tightly  reg u lated  by  the  Bcl­2  fam ily  of
pro teins  [113].  The  re lease  of  mi to chon dr ial  Ca   is  crit i cally  in ­
volved in the ini ti a tion and ef fec tu a tion of apop totic cell death. In this
con text, AKT ac ti va tion con fers re sis tance to apop to sis by  stim u lat ­
ing Bcl­2 pro tein ex pres sion [124] and the bind ing of HK2 to VDAC
on the mi to chon dr ial sur face [125].
Bcl­2­as so ci ated ag o nist of cell death (BAD), a BH3­only fam ily
mem ber  that  con trols  apop to sis  by  fa cil i tat ing  mi to chon dr ial  outer
mem brane per me abi liza tion [126], is also a  clear  reg u la tor  of  mi to ­
chon dr ial  me tab o lism  [127].  In  BAD   he pa to cytes,  gly col y sis  de ­
creases  while  fatty  acid  ox i da tion  (FAO)  and  glu co neo ge n e sis  in ­
crease [126]. The loss of BAD is also as so ci ated to al tered mi to chon ­
dr ial me tab o lism, as lack of BAD leads to re duced mi to chon dr ial res ­
pi ra tion in re sponse to glu cose  [127].  BAD  ac tiv ity  is  reg u lated  by
phos pho ry la tion  of  its  Bcl­2  ho mol ogy  (BH)­3  do mains  that  sup ­
presses  glu co neo ge n e sis  and  ac ti vates  anti­apop totic  Bcl­2  fam ily
mem bers  [126,128].  There fore,  BAD  is  at  the  cross­road  be tween
me tab o lism and cell death con trol.
To  high light  the  im por tance  of  me tab o lism  in  in flu enc ing  cell
death processes in can cer, it is worth fo cus ing on the meta bolic al ter ­
ations that oc cur  fol low ing  chemother apy.  Al tered  glu cose me tab o ­
lism has been de scribed as a cause of chemore sis tance in mul ti ple tu ­
mor types, but the pre cise mech a nisms are still un clear [129,130]. It
was ini tially en vi sioned that aer o bic gly col y sis could be  re spon si ble
for cell death re sis tance [131]. How ever, very re cent stud ies pro vide
ev i dence that can cer cells take ad van tage of en hanc ing their res pi ra
tory func tion to be come more ag gres sive [132]. In par tic u lar, a high
ox ida tive me tab o lism has been iden ti fied  to  con fer  chemore sis tance
to cer tain chemother a peu tic agents. For ex am ple,  in  ovar ian  can cer,
one of the most lethal can cers world wide, cis platin­re sis tant cells dis ­
played  in creased  OX PHOS  and  ROS  lev els  com pared  to  sen si tive
cells, and this phe no type was re versed upon phar ma co log i cal in hi bi ­
tion of mi to chon dr ial OX PHOS or ROS scav eng ing [133]. The op po ­
site  phe nom e non,  chemore sis tance  by  a  low  ox ida tive  me tab o lism,
has been iden ti fied as well [134,135]. De spite that these two types of
meta bolic chemore sis tance may ap pear to be op po site, they both act
through a de creased ca pa bil ity of mi to chon dria to gen er ate ROS, ei ­
ther by up reg u lat ing an tiox i dant de fenses in a high OX PHOS con text
[136] or by de creas ing ROS gen er a tion at the elec tron trans port chain
when OX PHOS is low. These ob ser va tions in di cate that can cer cells
can achieve chemore sis tance by dif fer ent meta bolic means.
An in ter est ing phe nom e non  oc cur ring  upon  chemother apy  is  re ­
ferred to as ‘ther apy­in duced senes cence’ (TIS) [137]. Senes cence is
po ten tially harm ful be cause of its pe cu liar se cre tory pro file known as
the  senes cence­as so ci ated  se cre tory  phe no type  (SASP),  which  has
been iden ti fied to drive  tu mor  in flam ma tion  and  pro gres sion  [138].
Senes cent can cer  cells  have  a  hy per me ta bolic  phe no type  char ac ter ­
ized by  ac cel er ated  gly col y sis  and mi to chon dr ial  oxy gen  con sump ­
tion [139]. This  meta bolic  re pro gram ming  is  re quired  to  cope  with
SASP as it  is a highly en ergy­de mand ing process. There fore, tar get ­
ing me tab o lism can be an as so ci ated an ti cancer treat ment against TIS
can cer cells.
An other form of tu mor re sis tance re lated to meta bolic al ter ations
is  re sis tance  to  high­mo bil ity  group  box  1  (HMGB1),  se creted  by
macrophages and NK cells [140]. HMGB1 in duces a dis tinct form of
necrotic  cell  death  in  can cer  cells  through  re duc ing  mi to chon dr ial
oxy gen con sump tion. Mech a nis ti cally, HMGB1 al loster i cally in hibits
tetrameric pyru vate ki nase iso form M2, which blocks glu cose­de pen ­
dent  aer o bic  res pi ra tion,  sub se quently  caus ing  an  acute  meta bolic
shift that re stricts the en ergy sup ply of the cell to  gly col y sis.  Re sis ­
tance  oc curs  when  can cer  cells  in crease  (anaer o bic)  gly col y sis  and
glu t a minol y sis.  There fore,  en hanced  glu cose  fer men ta tion  and  in ­
creased glu t a minol y sis can ren der  can cer  cells  re sis tant  to  HMGB1
[141].
As de tailed in the next chap ter, when can cer cells ac quire the abil ­
ity to spread to dis tant parts of the body, they must also ac quire re sis ­
tance to anoikis. It is in deed well­known that can cer cells must rec tify
meta bolic  de fects  (e.g.  ATP  gen er a tion)  in  ad di tion  to  block ing
anoikis in or der to sur vive to de tach ment from the ex tra cel lu lar ma ­
trix [9]. Both stim u la tion of  ATP  pro duc tion  and  anoikis  in hi bi tion
are reg u lated by a sim i lar sig nal ing path way op er at ing down stream of
onco genic Ras by ac ti va tion of AKT and serum and  glu co cor ti coid­
reg u lated ki nase­1 (SGK­1) [142].
Dif fer ent from clas si cal types of cell death, au tophagy is  con sid ­
ered to have dual func tions in can cer, as it is both a tu mor sup pres sor
and a pro tec tor of can cer cell sur vival [143]. Au tophagy is in di rectly
mod u lated by meta bolic en zymes. Glyc er alde hyde­3­phos phate de hy ­
dro ge nase (GAPDH) is in volved in mul ti ple cel lu lar processes based
mainly on its sub cel lu lar lo cal iza tion [144]. Dur ing glu cose de pri va ­
tion, GAPDH is phos pho ry lated by AMPK and is translo cated to the
cell nu cleus where it in ter acts with NAD ­de pen dent deacety lase sir ­
tuin 1  (Sirt1).  Both  AMPK­de pen dent  phos pho ry la tion  and  the  nu ­
clear translo ca tion of GAPDH me di ate rapid Sirt1 ac ti va tion, lead ing
to  the  tran scrip tional  in duc tion  of  the  au tophagy  pro gram  [145].
Upon nu tri ent star va tion, can cer cells can sur vive on au tophagy. [67].
How ever,  if  nu tri ent  and  oxy gen  de liv ery  are  per sis tently  low,  au ­
tophagy ul ti mately leads to necrotic cell death.
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5.  Metabolic contribution to cancer metastasis
Tu mor  cells  un dergo  con sid er able  meta bolic  re pro gram ming  to
sur vive  and  pro lif er ate  within  the  hos tile  en vi ron ment  of  solid  tu ­
mors, of ten char ac ter ized by lim ited oxy gen and nu tri ent sup ply. An ­
other im por tant pa ra me ter defin ing tu mor ma lig nancy is the abil ity of
tu mor cells to in vade  and metas ta size,  and  we  here  sum ma rize  our
cur rent knowl edge of the con tri bu tion of me tab o lism to the metasta tic
process.
A typ i cal meta bolic al ter ation well es tab lished to pro mote metas ­
ta sis is aci do sis in the pri mary tu mor [146]. In many pa tients, an in ­
verted pH gra di ent across the plasma mem brane of  can cer  cells  has
been  ob served  com pared  to  cor re spond ing  healthy  tis sues.  As  op ­
posed to nor mal  tis sue,  tu mors  are  in deed  char ac ter ized  by  a  more
acidic ex tra cel lu lar pH (pHe) and a slightly al ka line in tra cel lu lar pH
(pHi) [147–149]. This re sults from the ab nor mal meta bolic ac tiv ity of
can cer  cells,  in clud ing  in creased  gly colytic  flux  and  lac tic  acid  re ­
lease  [150];  car bon  diox ide  pro duc tion  by  the  TCA  cy cle  and  the
pen tose phos phate path way (PPP) [151–154]; over ex pres sion  or  up ­
reg u lated ac tiv ity of car bonic an hy drases [155,156] and pro ton trans ­
porters [156]; and de creased pro ton clear ance in the  tu mor  en vi ron ­
ment [157]. Pro ton ex tru sion and ex tra cel lu lar acid i fi ca tion make ad ­
her ent junc tions lose [158], stim u late mi gra tion and cy toskele ton re­
or ga ni za tion  [159–163],  and  pro mote  the  ex pres sion  [164,165],  re ­
lease [166,167] and ac tiv ity [167,168] of pro teases  that  de grade  the
ex tra cel lu lar ma trix.  Hence,  acidic  prim ing  was  shown  to  be  suf fi ­
cient to in crease lung col o niza tion fol low ing sar coma and melanoma
tu mor cell in jec tion in the tail vein of mice [163,167,169,170].
Be sides acid ity, high lev els of lac tate  are  cor re lated  with metas ­
tases in sev eral can cer types [171–175]. Lac tate is nor mally ex ported
through MCT 1 to 4 in com bi na tion with pro tons [176]. Whether lac ­
tate  is  an  in di rect  in di ca tor  of  tu mor  acid ity  or  ex erts  it self  a  pro­
metasta tic ac tiv ity re mains to be fully elu ci dated;  yet,  tu mor  lac tate
map ping re vealed a lack of cor re la tion with pHe map ping [177], sug ­
gest ing that pHe alone fails to ex plain why high lev els of lac tate are
re lated to poor out come. As lac tate it self di rectly pro motes HIF­sig ­
nal ing [178,179], an gio gen e sis and tu mor pro gres sion [180,181], fu ­
ture stud ies should be aimed to in ves ti gate the di rect role of lac tate in
tu mor metas ta sis.
In ter est ingly,  cell  de tach ment  from  the  ex tra cel lu lar  ma trix  and
neigh bor ing cells is per se able to in duce early meta bolic changes, in ­
clud ing di ver sion of glu cose from  gly col y sis  and  the  TCA  cy cle  to
the PPP [9], and de creases the oxy gen con sump tion  rate  [111].  The
PPP is an an a bolic path way that pro duces NADPH, a co fac tor nec es ­
sary for glu tathione re cy cling and ROS detox i fi ca tion. Di vert ing glu ­
cose from gly col y sis to the PPP could there fore help the cells to re sist
to de tach ment­in duced ox ida tive stress [9]. As a main con trib u tor to
ex tra cel lu lar acid i fi ca tion and  lac tate  pro duc tion  and  be cause  of  its
con nec tion with the PPP, an in creased gly colytic flux has been as so ­
ci ated with can cer metas ta sis [146]. How ever, ox ida tive mi to chon dr ­
ial me tab o lism is cur rently emerg ing as an other ma jor reg u la tor of tu ­
mor metas ta sis. Re cent works on breast can cer and melanoma mod els
have re vealed that at least some metasta tic can cer cells  have  a  high
ox ida tive me tab o lism  and  that  mi to chon dr ial  me tab o lism  in creases
along with the  pro gres sive  ac qui si tion  of  metasta tic  traits  [11,132].
More over,  mi to chon dr ial  trans fer  from  stro mal  to  can cer  cells  has
been shown to in crease the abil ity to metas ta size [182]. Among mi to ­
chon dr ial  me tab o lism  reg u la tors,  per ox i some  pro lif er a tor­ac ti vated
re cep tor  γ  coac ti va tor­1α  (PGC­1α)  is  a  mas ter  pro moter  of  mi to ­
chon dria bio gen e sis and im pacts a ma jor ity of meta bolic path ways. It
has re cently been shown as a pos i tive or neg a tive metas ta sis reg u la tor 
in dif fer ent tu mor mod els. For in stance, PGC­1α/es tro gen­re lated re ­
cep tor α (ERRα) axis is crit i cal for breast can cer cells by in creas ing
glu t a mine­de rived  car bon  flux  into  li po ge n e sis  no tably  un der  hy ­
poxia, thereby  sus tain ing  their  pro lif er a tion  [183],  but  also  by  pro ­
mot ing VEGF se cre tion and an gio gen e sis [184–186], thereby paving
a plau si ble road for can cer cell dis sem i na tion. Breast cir cu lat ing can ­
cer cells and par tic u larly those with a brain tro pism rely on PGC­1α­
en hanced mi to chon dr ial ac tiv ity dur ing metasta tic  spread  [132,187].
Con versely, PGC­1α­ex press ing melanoma cells have a low metasta ­
tic po ten tial in de pen dently on its in flu ence on mi to chon dr ial me tab o ­
lism  [188]  while  PGC­1α  sup presses  metasta tic  spread  of  prostate
can cer  cells  through  the  en hance ment  of  mi to chon dr ial  cata bolic
path ways, coun ter act ing the ac qui si tion of ma lig nant traits by highly
gly colytic prostate car ci no mas. This dual role of PGC­1α  should  be
de ci phered in  light  of  tis sue­speci ficity,  of  com plex,  het ero ge neous
and dy namic reg u la tion of meta bolic phe no types in  can cer  cells  ac ­
cord ing to their mi croen vi ron ment, and of  meta bolic  and  non­meta ­
bolic tar gets of this pro tein.
That ox ida tive me tab o lism pro motes metas ta sis can in part be ex ­
plained by the  fact  that  mi to chon dria  are  one  of  the ma jor  sites  of
ROS  pro duc tion  when  elec trons  leak  from  the  elec tron  trans port
chain [189]. If high lev els of mi to chon dr ial ROS pro mote  apop to sis
and low lev els en sure  cel lu lar  home osta sis  [190],  in ter me di ate  sub ­
lethal  lev els  were  shown  to  ac ti vate  pro­metasta tic  sig nal ing  path ­
ways (in clud ing Src and Pyk2) [11] and to in crease cell tol er ance to
stress [10,191,192]. Both a par tial in hi bi tion and an  over load  of  the
elec tron  trans port  chain  re sult  in  elec tron  leak  and  were  shown  to
pro mote tu mor metas ta sis in a mtROS­de pen dent way [11,193]. Con ­
versely, ox ida tive stress  in hib ited  dis tant  metas ta sis  in  a  melanoma
model, as cir cu lat ing metasta tic cells, com pared to can cer cells of the
pri mary  tu mor,  were  char ac ter ized  by  de creased  stores  of  re duced
glu tathione and an up reg u la tion of NADPH­gen er at ing and a  down ­
reg u la tion  of  NADPH­con sum ing  en zymes  of  the  fo late  path way
[194].  These  ob ser va tions  raise  the  im por tance  of  ROS  lev els  and
com part men tal iza tion on their ef fect on  cell  sig nal ing.  In deed,  both
mi to chon dria­tar geted  su per ox ide  scav enger  mi toTEMPO  [11]  and
methotrex ate [194]  in ter fer ing  with  fo late  me tab o lism  can  de crease
the oc cur rence of metas ta sis in melanoma mod els, whereas the  gen ­
eral an tiox i dant N­acetyl­cys teine does not [194]. In these mod els, N­
acetyl­cys teine rather pro moted metas ta sis [194].
Glu t a mine me tab o lism can pro mote  not  only  cell  trans for ma tion
and tu mor  growth,  but  also  cell  mi gra tion  and  in va sion  [195].  Ac ­
cord ingly,  in hi bi tion  of  glu t a m i nase,  the  en zyme  con vert ing  glu t a ­
mine into glu ta mate, was suf fi cient to in hibit can cer cell in va sion in a
model of breast can cer [195]. Whether  the  con tri bu tion  of  glu t a m i ­
nase to can cer cell mi gra tion is linked to an ef fect on pH reg u la tion
(the re ac tion gen er ates NH ),  glu tathione  syn the sis  (glu ta mate  is  a
pre cur sor of glu tathione), mi to chon dr ial res pi ra tion or other path ways
still re quires in ves ti ga tion.
There is cur rently a grow ing in ter est for the role of lipid me tab o ­
lism in tu mor growth and pro gres sion. In vitro, in hi bi tion of ACL and
FAS can de crease can cer cell mi gra tion [196], whereas fatty acid ex ­
po sure can pro mote mi gra tion and  in va sion  [197].  In  vivo,  FAS  si ­
lenc ing or in hi bi tion with Orli s tat was re ported to de crease tu mor re ­
growth and metasta tic bur den fol low ing with drawal  of  So rafenib  or
Suni tinib,  re lapses  and metas tases  be ing  highly  de pen dent  on  lipid
syn the sis fol low ing an tian gio genic ther a pies [7]. In col orec tal tu mor
mod els, si lenc ing FAS de creased liver metas ta sis [196].
From  these  ob ser va tions,  one  can  con clude  there  is  no  unique
meta bolic phe no type lead ing to suc cess ful metas tases. A re cent study
an a lyzed the meta bolic gene ex pres sion sig na ture in 20 dif fer ent  tu ­
mor types to cor re late it with the clin i cal out come [198]. The re sults 
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showed that the meta bolic sig na ture of can cers has  a  tis sue  spe cific
com po nent, which is rem i nis cent of the tis sue of ori gin, and a tis sue
in de pen dent com po nent. Con sid er ing the tis sue in de pen dent  com po ­
nent,  mi to chon dr ial  genes  down reg u la tion  is  as so ci ated  with  the
worst  prog no sis,  ep ithe lial  to  mes enchy mal  tran si tion  (EMT)  and
metas ta sis.
Dis tinct meta bolic phe no types can pro mote dif fer ent steps of  the
com plex metasta tic process, ac cord ing to the sites of the pri mary tu ­
mor and of the metas tases. Pri mary can cer cells of ten dis play ex ten ­
sive meta bolic het ero gene ity and  en gage  dis tinct  meta bolic  pat terns
de pend ing on their site of metas ta sis: in breast can cer, aer o bic gly col ­
y sis was the dom i nant meta bolic phe no type specif i cally iden ti fied in
liver  metas ta sis,  com pared  to  bone  and  lung  metas tases  that  were
more de pen dent on OX PHOS [199]. In an in de pen dent  study  [187],
metasta tic breast can cer cells with  a  se lec tive  tro pism  for  the  brain
dis played in creased gly col y sis cou pled to  TCA  cy cle  and  in creased
mi to chon dr ial res pi ra tion, PPP flux and fatty  acid  β­ox i da tion  com ­
pared  to  parental  cir cu lat ing  can cer  cells.  These  ev i dences  sug gest
that there might be a high de gree of or gan se lec tiv ity in the se lec tion
of  meta bolic  traits  en abling  suc cess ful  metasta tic  dis sem i na tion
[200].
Premetasta tic ep ithe lial cells un dergo an EMT that con fers a mes ­
enchy mal mor phol ogy and is as so ci ated with cell de tach ment. Phys i ­
o log i cally, EMT oc curs dur ing em bry onic de vel op ment and leads to
the ac qui si tion of an elon gated, spine­like mor phol ogy to gether with
changes  of  the  mem brane  pro tein  ex pres sion  pat tern  (in clud ing
down reg u la tion of E­cad herin and  up reg u la tion  of  vi mentin  and  N­
cad herin),  cell  de tach ment,  re sis tance  to  anoikis  and  ac qui si tion  of
mi gra tory and in va sive traits [201]. It re sults from the ac ti va tion of a
com plex  and  co or di nated  tran scrip tional  pro gram  im pli cat ing
TWIST­1 and ­2, Snail, Slug, ZINC fin ger E­box­bind ing home obox
(ZEB)­1 and ­2 tran scrip tion fac tors but  also  re pres sion  of  mi croR ­
NAs among miR­200. In can cer, it is cur rently thought that EMT is a
crit i cal event to pro duce a metasta tic form of ep ithe lial can cer. Mes ­
enchy mal cells show a meta bolic  sig na ture  char ac ter ized  by  the  di ­
ver sion of  glu cose  from  gly col y sis  to  the  TCA  cy cle  for  ATP  and
glu ta mate pro duc tion [202,203], and to the hex osamine  biosyn thetic
path way for the  post trans la tional  mod i fi ca tion  of  gly co pro teins  and
Snail­1 [204–206]. In ter est ingly, emerg ing ev i dence re ported the role
of on cometabo lites suc ci nate, fu marate and D­2­hy drox yg lu tarate de ­
rived from TCA cy cle as mod u la tors of epi ge netic dys reg u la tion dri ­
ving the EMT process. Suc ci nate and fu marate ac cu mu la tions re spec ­
tively  re sult  from  loss  of  func tion  of  suc ci nate  de hy dro ge nase
(mainly sub unit B) ob served i.e.  in para gan gliomas,  pheochro mo cy ­
tomas,  re nal  cell  car ci noma  and  gas troin testi nal  tu mors  [207–209];
and  fu marate  hy dratase  in  leiomy omata  and  re nal  cell  car ci noma
[210].
Con versely, D­2­hy drox yg lu tarate build up is mostly due to isoc i ­
trate  de hy dro ge nase  ab nor mal  ac tiv ity  re sult ing  from mu ta tions  re ­
ported i.e. in acute myeloid leukemia and glioblas toma [211,212], al ­
though sig nif i cant lev els of this on cometabo lite were also de tected in
colon  car ci noma  cell  lines  in de pen dently  of  any  mu ta tion  [213].
These  metabo lites  are  able  to  in hibit  α­ke tog lu tarate­de pen dent
dioxy ge nases among which the afore men tioned HIF­1α neg a tive reg ­
u la tor PHD2 [214–216], but also TET fam ily of 5­methyl cy to sine hy ­
drox y lases and Ju monji fam ily of hi s tone demethy lases [217–219], as
pre vi ously dis cussed in para graph 2. In hi bi tion of the last two re sults
in DNA and hi s tone hy per me thy la tion which, in turn, re presses miR­
200 ex pres sion  [220,221]  and/ or  in duces  EMT­re lated  tran scrip tion
fac tors [220], lead ing to re pres sion of ep ithe lial mark ers, ex pres sion
of mes enchy mal mark ers, and ac qui si tion of mi gra tory and  in va sive
traits [213,220,222,223].
Mes enchy mal  cells  fur ther  up reg u late  di hy dropy rim i dine  de hy ­
dro ge nase, lead ing to pyrim i dine degra da tion and an in tra cel lu lar ac ­
cu mu la tion  of  di hy dropy rim idines.  Di hy dropy rim i dine  de hy dro ge ­
nase  ac tiv ity  pro motes  EMT,  and  di hy dropy rim idines  likely  act  as
key sig nal ing mol e cules  [224].  Sev eral  other  metabo lites  were  also
shown to in duce EMT. For in stance, lac tic acid was iden ti fied to be
an ac ti va tor of TGF­β2 path way  in  a  glioma  cell  line  [225]. More ­
over, can cer  cells  un der go ing  EMT  ac cu mu late  fatty  acids  that  are
taken  up  via  CD36,  in  turn  stim u lat ing Wnt  and  TGF­β  path ways
[197]. Em bry onic stem cell ex po sure to L­pro line is suf fi cient to trig ­
ger EMT through mod i fi ca tion of the methy la tion sta tus  of  hi s tones
H3K9 and H3K36, but the rel e vance of these re sults to can cer is un ­
known [226].
As EMT and metasta tic cas cade are highly en ergy­con sum ing, the
bal ance be tween ATP con sump tion and pro duc tion could  be  crit i cal
for the motile and in va sive ca pac i ties of can cer cells. In this con text,
AMPK  is  a  ma jor  en er getic  biosen sor  and  its  ac ti va tion  main tains
cell en ergy home osta sis un der con di tions of ATP de ple tion via in hi ­
bi tion  of  an a bolic  path ways  and  stim u la tion  of  cata bolic  path ways
[227]. How ever, be sides the clear role of AMPK  in  cell  sur vival,  it
re mains quite  con tro ver sial  whether  and  how AMPK  af fects  EMT.
Re cent  at ten tion  on  the  biguanide­based  an ti cancer  ther a pies  has
high lighted the in volve ment of AMPK in pe cu liar be hav iours of can ­
cer cells like the ca pac ity to un dergo EMT pro gram and to metas ta ­
size.  As met formin  showed  po tent  an ti cancer  ef fects  by  de plet ing
ATP pro duc tion through its mi to chon dr ial in hibitory ca pac ity  [228],
con se quent AMPK ac ti va tion was found to be ef fec tive in me di at ing
meta bolic cri sis and  cy to toxic  ef fect  not  only  on  pro lif er at ing  cells
but  also  on mi grat ing  cells,  through  re pres sion  of  EMT  path ways
[229]. Other stud ies have shown that AMPK con tributes  to  cell  mi ­
gra tion  [230,231].  Nev er the less,  most  of  these  in di ca tions  about
AMPK  and  EMT  are  de rived  from  in  vitro  in ves ti ga tions,  fur ther
stud ies will be re quired to de fine the con tri bu tion of AMPK, which is
prob a bly con text­de pen dent.
 As for the metasta tic process as  a  whole,  the  com plex  re la tion ­
ships be tween EMT and me tab o lism de pend  on  the  tu mor  type,  in ­
clud ing the het ero gene ity of the can cer cell  pop u la tion  and  the  sur ­
round ing mi croen vi ron ment. In this con text, not all can cer  cells  un ­
dergo EMT to suc cess fully metas ta size. Un like many in vitro stud ies,
in vivo mod els of breast car ci noma and pan cre atic duc tal ade no car ci ­
noma (PDAC) sug gest that EMT is dis pens able for ef fi cient metas ta ­
sis  de vel op ment  [232,233].  Nev er the less,  EMT  af fected  in  both
model  chemosen si tiv ity  in  a  tis sue­de pen dent  man ner.  In deed,  in
breast  can cer  the  mes enchy mal­like  can cer  cells  pro lif er ated  less,
which  made  them  more  re sis tant  to  con ven tional  chemother apy
[232], while in PDAC mes enchy mal­like can cer cells up reg u lated nu ­
cle o sides  trans porters,  which  made  them  more  sen si tive  to  gem c ­
itabine.  In ter est ingly,  if  EMT  pro motes  the  ini tial  steps  of  the
metasta tic process, the re versed process, the mes enchy mal to ep ithe ­
lial tran si tion (MET) seems im por tant in the later steps of metas ta sis
de vel op ment [234]. If sev eral meta bolic changes are as so ci ated with
or pro mote EMT, the ques tion of their re versibil ity for MET  is  still
open.
6.  Metabolic characteristics of cancer stem cells
Over the last few years, a grow ing body of ev i dence has been ob ­
tained sug gest ing that can cer­ini ti at ing cells/can cer stem cells (CICs/ 
CSCs) dif fer in their me tab o lism from  that  of  the  bulk  tu mor mass
[235,236], al though there is so far no con sen sus on this [201]. Can cer
cell stem ness can arise from EMT [203], but not nec es sar ily so [204].
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Be cause  of  their  high  tu mori genic  po ten tial,  CICs/ CSCs  are  most
likely im pli cated in the for ma tion of metas tases.
A num ber of ev i dences has re vealed that gly col y sis is as so ci ated
with stem ness in can cer.  For  ex am ple,  a  sub set  of  pu ta tive  ovar ian
can cer stem cells (CD44  My D88 ) has been found to dis play a gly ­
colytic  meta bolic  pro file  over  OX PHOS  for  their  ATP  gen er a tion
[205], and a sub set of breast can cer cells able to grow as spheres in ­
creas ingly rely on aer o bic gly col y sis and PPP  flux  com pared  to  the
same cells grown in ad her ent con di tions [206]. Also,  mod u la tion  of
spe cific gly colytic en zymes (i.e., de creased ex pres sion and ac tiv ity of
pyru vate de hy dro ge nase or in creased ex pres sion or ac tiv ity of lac tate
de hy dro ge nase A [LDHA]) plays a crit i cal role in pro mot ing the pro­
gly colytic  phe no type  of  CICs  in  breast  tu mors  [237]  and  CSCs  in
lung tu mors [238].
Con versely, an in creas ing num ber of stud ies sug gest the op po site,
i.e.  that CICs and CSCs have a high ox ida tive me tab o lism. In  ovar ­
ian, glioma and breast can cer mod els, CICs/ CSCs are much more de ­
pen dent on OX PHOS in terms of in creased mi to chon dr ial ROS pro ­
duc tion, in creased mi to chon dr ial mem brane po ten tial, higher num ber
of mi to chon dria and lower lac tate pro duc tion than their dif fer en ti ated
prog eny  [235,239,240].  In  ovar ian  tu mors,  de pen dence  of  CSCs
(CD44  CD117 ) on  OX PHOS  does  not  ex clude  in creased  glu cose
con sump tion nor a higher ex pres sion of glu cose trans porters and gly ­
colytic en zymes. How ever, ovar ian CSCs were found to be re sis tant
to glu cose de pri va tion but sen si tive to  OX HOS  in hi bi tion,  prob a bly
be cause of an up reg u la tion of sev eral en zymes of fatty acid β­ox i da ­
tion  and  mi to chon dr ial  pyru vate  ox ida tive  me tab o lism  [239].  In
gliomas,  CICs  con sume  less  glu cose  while  pro duc ing more  lac tate
[235], prob a bly be cause lac tate can be pro duced from ox ida tive sub ­
strates  in  ad di tion  to  glu cose.  As  in  ovar ian  can cer,  breast  tu mor
CSCs con sume more glu cose and re lease less lac tate than their prog ­
eny. These ex am ples il lus trate (I) the meta bolic speci fici ties of these
tu mori genic sub pop u la tions ac cord ing to the can cer type, (II) the fact
that in creased glu cose con sump tion and in creased ox ida tive me tab o ­
lism are not nec es sary mu tu ally ex clu sive, and (III) the fact that glu ­
cose con sump tion and lac tate pro duc tion are not nec es sar ily cou pled.
In pan cre atic duc tal ade no car ci noma (PDAC), KRAS  ab la tion­re sis ­
tant tu mor cells, which are re spon si ble of tu mor re lapses, were shown
to  de pend  less  on  gly col y sis  and more  on  OX PHOS  to gether  with
dis play ing stem cell traits [238] [241]. No tably, a re sis tant sub pop u ­
la tion  of  PDAC CSC  clones  showed  in creased  re sis tance  to  mi to ­
chon dr ial  tar get ing  with met formin  thanks  to  an  in ter me di ate  gly ­
colytic/ res pi ra tory  phe no type  [241],  high light ing  the  chal lenge  of
CSC meta bolic plas tic ity for tar get ing CSCs phar ma co log i cally.
The con tri bu tion of other meta bolic path ways in the gain of stem­
like prop er ties was also in ves ti gated in sev eral stud ies. Fatty acid β­
ox i da tion was found to be up reg u lated in ovar ian can cer CSCs [239],
as well as the meval onate path way in mam mos phere­form ing  breast
tu mor cells [242]. Meval onate  pro duc tion  was  shown  to  be  crit i cal
for  the  ger anyl ger any la tion  and  proper  mem brane  lo cal iza tion  of
RhoA (Ras ho molog gene fam ily, mem ber A), a reg u la tor of self­re ­
newal and pluripo tency of stem cells [242]. In skin squa mous cell pa ­
pil loma and car ci noma, SOX2 was  iden ti fied  as  a  key  tran scrip tion
fac tor re­ex pressed in CSCs and con trol ling stem ness [243]. In ter est ­
ingly, SOX2  di rectly  up reg u lates  the  tran scrip tion  of  sev eral  genes
re lated to glu t a mine and lipid me tab o lism, but their rel e vance for the
stem­like prop er ties of tu mor cells re mains un known [243]. An other
pro tein  in volved  in  en ergy me tab o lism  reg u la tion  and  EMT  is  the
cAMP­ac ti vated ki nase PKA (pro tein ki nase A), which reg u lates di ­
verse meta bolic path ways, rang ing from gly col y sis to lipid ox i da tion
[244,245]. Pre vi ously it has been shown to be ac ti vated by in ter mit ­
tent hy poxia [246], while it has been re cently shown  that  its  ac ti va
tion  in hibits  the mes enchy mal  phe no type  by  in duc ing  tran si tion  to
ep ithe lial state and in hibit ing CICs [247].
Al though the pre vi ously stated stud ies have helped de ci pher some
of  the meta bolic  path ways  and  fea tures  un der ly ing  the  CICs/ CSCs
phe no type, fur ther stud ies are cer tainly re quired. In our opin ion,  fu ­
ture  break throughs  could  come  from  the  un der stand ing  of  whether
CSCs have a high meta bolic adapt abil ity, and whether, and to which
ex tent their func tional plas tic ity (and asym met ric cell di vi sion) is be ­
ing  af fected  by  their  me tab o lism  and  meta bolic  adapt abil ity  com ­
pared  to  non­CSCs.  Re solv ing  these  is sues  would  help  to  ver ify
whether a meta bolic in hibitor could be used to se lec tively tar get and
ab late the CSC frac tion within a given tu mor. To this end, it  is likely
that meta bolic plas tic ity will have to be taken into ac count.
Over all the re ported stud ies high light the im por tance of the meta ­
bolic plas tic ity of can cer cells, pro vid ing a ra tio nale for us ing a com ­
bi na tion of  meta bolic  in hibitors  against  spe cific  can cer  pop u la tions
(CSCs, in par tic u lar) and chemother a peu tic drugs to im prove the clin ­
i cal ef fi cacy of an ti cancer treat ment [248].
7.  Metabolic differences between in vitro and in vivo models of
cancer
The  cross­talk  be tween  stro mal  and  can cer  cells  in flu ences  the
meta bolic phe no type of the tu mor. In vivo, can cer cells are  grow ing
close to sur round ing stro mal cells and may re pro gram their me tab o ­
lism at their ad van tage. Un der the ac tion of in flam ma tory cy tokines,
stro mal cells and adipocytes re lease meta bolic fu els for  can cer  cells
[249–251].  In  this  chap ter,  we  will  pro vide  ad di tional  ex am ples
show ing that the 3D ar chi tec ture, the tu mor en vi ron ment and the tis ­
sue of ori gin are other ma jor dri vers of tu mor me tab o lism.
Nu mer ous in vitro stud ies have ev i denced that tu mor me tab o lism
is al tered com pared to nor mal tis sues. How ever, reach ing con clu sions
about tu mor me tab o lism  is  of ten  ham pered  by  dif fer ences  be tween
tis sue  cul ture  (2D  growth  of  can cer  cells  on  plas tic  dishes)  and  in
vivo con di tions [252]. Can cer cells mostly rely on glu cose and glu t a ­
mine  for  sur vival  and  growth  in  vitro.  How ever,  strong  ev i dence
shows  that  the  meta bolic  land scape  is  more  com plex  in  vivo
[252–254]. It  is now clear that can cer me tab o lism  is  het ero ge neous,
with dif fer ent meta bolic phe no types ac cord ing to (i) the cell type, (ii)
the cel lu lar lo ca tion  and  (iii)  the  bi o log i cal  ac tiv ity  per formed  at  a
pre cise time. In vitro, it is rather dif fi cult to ap pre ci ate this com plex ­
ity, be cause of the lack of het ero gene ity, both meta bolic [5] and cel ­
lu lar [251], but also be cause of the lack of en vi ron men tal clues [8], as
well as cel lu lar po lar iza tion [255]. The re quire ment of grow ing cells
in vitro with con cen tra tion of glu cose far ex ceed ing the phys i o log i cal
lev els also leads to spe cific meta bolic adap ta tions [256–258]. While
the cur rent cell cul ture con di tions are mostly aimed at al low ing cel lu ­
lar pro lif er a tion at a  dou bling  rate  gen er ally  higher  than  24  h,  it  is
now  nec es sary  to  de velop more  ac cu rate  cell  cul ture  con di tions  to
mimic nu tri ent con di tions re ca pit u lat ing the tu mor mi lieu [256]. For
in stance, On odera et al. [255] used a phys i o log i cally rel e vant 3D cell
cul ture model to show that over ex pres sion  of  GLUT3  in  non ma lig ­
nant hu man breast cells ac ti vates onco genic sig nal ing path ways, such
as EGFR (Epi der mal growth fac tor re cep tor), β1 in te grin, MEK and
AKT. Con versely, in hi bi tion of glu cose up take us ing 2­de oxy­D­glu ­
cose led to the sup pres sion of these sig nal ing path ways in ma lig nant
cells. Of note, au thors did not ob serve phe no typic re ver sion  in  con ­
ven tional 2D cell cul tures af ter treat ment with the same gly colytic in ­
hibitor. This study high lights the im por tance of the 3D struc ture  for
study ing glu cose me tab o lism in spe cific tis sues [255].
FDG­PET  and  hy per po lar ized  C  mag netic  res o nance  spec ­
troscopy stud ies con firmed that most tu mors are avid of glu cose and 
+ +
+ +
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re lease large amounts of lac tate in vivo [259–261]. Al though stud ies
on cell  cul tures  showed  that  mi to chon dr ial  res pi ra tion  is  lim ited  in
sev eral can cer cell lines  [262–264],  in  vivo  data  showed  that  mi to ­
chon dr ial oxy gen con sump tion is not im paired in tu mors and that ox ­
ida tive glu cose me tab o lism is re quired for tu mor growth  [265].  The
dis crep ancy be tween in vitro and in vivo ob ser va tions pleads for the
use  of  spon ta neously  aris ing  tu mor mod els,  which  in te grate  dri ver
mu ta tions, the tu mor mi croen vi ron ment and the sur round ing 3D  tis ­
sue ar chi tec ture [253,266,267]. In a re cent study [253], au thors char ­
ac ter ized  glu t a mine  me tab o lism  in  ge net i cally  en gi neered  mouse
mod els of lung can cer. They showed that tu mor cells mostly rely on
glu t a mine con sump tion for pro lif er a tion in vitro, whereas  glu t a mine
car bon con tri bu tion to the TCA cy cle is min i mal  in  mouse  lung  tu ­
mors. In ad di tion, these au thors did not find any dif fer ence in glu t a ­
mine  con sump tion  be tween  tu mor  tis sues  and  ad ja cent  nor mal  tis ­
sues. Fur ther more, glu t a m i nase dele tion did not af fect tu mor growth.
Com par a tively, tu mor­de rived cell lines grown in cell  cul tures  were
ad dicted to  glu t a mine  and  highly  sen si tive  to  glu t a m i nase  in hibitor
CB­839.  Im por tantly,  the meta bolic  phe no type  was  re verted  when
can cer cells were in jected back into syn geneic mice, ren der ing can cer
cells  in sen si tive  to  glu t a m i nase  in hibitors  [253].  In  an other  study
[254],  in  vivo  imag ing  high lighted  the  link  be tween  the  tu mor mi ­
croen vi ron ment and the het ero gene ity of  tu mor me tab o lism  in  non­
small  cell  lung  can cer  (NSCLC).  The  au thors  in ves ti gated  glu cose
me tab o lism  and  the  tu mor  en vi ron ment  in  NSCLC  from  nine  un ­
treated pa tients. For this pur pose, they used a pre­op er a tive imag ing
work flow  based  on  FDG­PET  and  mul ti para met ric  mag netic  res o ­
nance imag ing (MRI) for char ac ter iz ing sev eral pa ra me ters,  such  as
glu cose up take, anatomy, cel lu lar ity and per fu sion of tu mors. On the
day  of  surgery,  pa tients  re ceived  an  in fu sion  of  C­glu cose.  Af ter
surgery, tu mor sam ples  were  col lected  for  his to log i cal,  ge netic  and
meta bolic analy sis. In ter est ingly, glu cose ox i da tion was in creased in
tu mor tis sues com pared to ad ja cent nor mal tis sues, and pyru vate de ­
hy dro ge nase was found to drive glu cose car bon flux into the TCA cy ­
cle. A sig nif i cant in crease in pyru vate car boxy lase ac tiv ity was  also
ob served. Other ex per i ments sug gested that  lung  tu mors  use  lac tate
as a nu tri ent source for pyru vate syn the sis. These find ings chal lenge
the com mon idea that a high FDG up take in di cates a War burg phe no ­
type and sup pressed glu cose ox i da tion in NSCLC [252,254]. In ad di ­
tion,  dy namic  con trast­en hanced  MRI  re vealed  that  per fu sion  in ­
versely cor re lates with glu cose con sump tion, in di cat ing the pref er en ­
tial use of non­glu cose nu tri ents (e.g.  lac tate) in highly  per fused  tu ­
mor ar eas.
These  above­ref er enced  stud ies  sug gest  that  the  tu mor  en vi ron ­
ment is at least as im por tant as the ge net ics of a tu mor for pre dict ing
its meta bolic pro file [252–254]. An other re cent  study  also  points  at
the tis sue of ori gin as a ma jor dri ver of the meta bolic be hav ior  of  a
tu mor [268]. May ers  et  al.  [268]  in deed  used  a  mouse model  with
Kras ac ti va tion and Tr p53 dele tion in the pan creas or in the lungs to
gen er ate  spon ta neous  PDAC  and  NSCLC,  re spec tively.  Al though
both tu mor mod els shared the same ini ti at ing mu ta tions, au thors ob ­
served ma jor dif fer ences in branched­chain amino acid (BCAA) me ­
tab o lism: NSCLC, but not PDAC, had high BCAA up take and  con ­
tained high lev els of BCAA­de rived pro teins [268,269].  Fur ther  ex ­
per i ments demon strated that NSCLC rely on BCAA as a main ni tro ­
gen source [268,269]. Ge netic dele tion of Bcat1 and Bcat2, which en ­
code the two iso forms of BCAA transam i nase, sig nif i cantly im paired
NSCLC tu mor for ma tion but did not af fect PDAC tu mor growth.
8.  Discussion
Many chal lenges are up com ing in the field of can cer me tab o lism,
rep re sented by sev eral cur rently on go ing clin i cal tri als [270]. De spite
to day's vi brant re search on can cer me tab o lism and the high po ten tial
of this field for can cer ther apy, the next years will be cru cial for un ­
der stand ing the cur rent con tri bu tion of re search on tu mor me tab o lism
to the  de vel op ment  of  novel  treat ments. While  an timeta bolic  drugs
have been his tor i cally one of the first ap proved chemother apy [271],
and that sev eral drugs have  fur ther  shown  an  ac tiv ity  on meta bolic
path ways [272], spe cific  ther a pies  are  still  miss ing  to  tar get  can cer
me tab o lism per se. In deed, while there is a con sen sus on the fact that
can cer  me tab o lism  dif fers  from  that  of  nor mal  cells,  it  is  not  yet
firmly  es tab lished  how  to  tar get  this  dif fer ence  ef fec tively  [273].
Given the ge netic and meta bolic het ero gene ity of can cers, proper pa ­
tient strat i fi ca tion will be re quired ac cord ing to the meta bolic  sta tus
of their  tu mors  in  or der  to  de sign  ro bust  clin i cal  tri als  and  to  ul ti ­
mately tai lor treat ments tar get ing me tab o lism [273,274], even though
it is emerg ing that dif fer ent can cers con verge their me tab o lism along ­
side tu mor pro gres sion [198]. Nev er the less, a sys tem atic un der stand ­
ing  of  how  ac ti vated  onco genes  specif i cally  in flu ence  me tab o lism,
es pe cially in re la tion ship to the tis sue of ori gin [267], will be es sen ­
tial for the suc cess of fu ture clin ical tri als.
Much at ten tion has been given to the role of me tab o lism in gen er ­
at ing en ergy and build ing blocks.  How ever,  one must  take  into  ac ­
count that many of the metabo lites gen er ated by such re ac tions ex ert
other bi o log i cal ac tiv i ties (e.g.  the in flu ence of AKG,  suc ci nate  and
fu marate  on  AKG­de pen dent  dioxy ge nases)  [214,275,276].  More ­
over, cer tain metabo lites can act as sig nal ing fac tors. As such, the ac ­
cu mu la tion  of  fu marate  has  been  shown  to  di rectly  pro mote  onco ­
genic  post trans la tional  mod i fi ca tions  known  as  pro tein  suc ci na tion
[277]. Epi ge netic reg u la tion dic tated by metabo lite avail abil ity and in
re la tion to the pe cu liar meta bolic al ter ations of can cer cells is also an
emerg ing field of re search for the un der stand ing of the role of me tab ­
o lism far be yond the do main of en ergy gen er a tion [220].
Most re cent find ings in hu man tu mors chal lenge many of the cur ­
rent no tions of can cer me tab o lism, sup port ing the need for more  re ­
fined cul ture con di tions to re ca pit u late the in vivo con di tions of vari ­
able nu tri ent avail abil ity, which have been shown valu able in screen ­
ing for drug tar gets [256]. Ul ti mately, the study of can cer me tab o lism
be yond the War burg ef fect will help to grasp its plas tic ity and het ero ­
gene ity, thus po ten tially open ing novel ther a peu tic av enues.
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